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論文内容要旨
 神経系のCa2+を介する情報伝達系において,Ca2+/カルモデュリン依存性プロテインキナー
 ゼタイプHとタイプW(以下それぞれCaMキナーゼnとIVと記す)は中心的役割を担っている
 と考えられている。CaMキナーゼIIはα,β,γ,δサブユニットのポリマー酵素として,
 CaMキナーゼIVはα,βサブタイプの2っのモノマー酵素よりなることが知られている。そこ
 で本研究では,多様な分子種を形成するこれらの酵素の神経系における機能を考える一助として
 次の点を明らかにした。
 (1)insituハイブリダイゼーション法を用いた遺伝子組織化学法により,CaMキナーゼHの各
 サブユニットが脳の成熟期及び発達過程において相異なる遺伝子発現局在を示すことを明らかに
 した。これらの所見はCaMキナーゼHが,脳内各部位において空間的,時間的に,また,量的
 に質的にも相異なるサブユニット構成のポリマー酵素として機能する可能性を示唆した。
 (2)cDNAクローニングにより既報のCaMキナーゼIVのcDNAとは異なる新たなサブタイプの
 cDNAを得て,一次構造を決定した。今回明らかにしたcDNAは,既報の核酸配列の翻訳開始
 点より5ノ上流64残基目から異なる塩基配列となり,新たな翻訳開始点が同定された。その結
 果,既報のcDNAが推定分子53,159のアミノ酸474残基よりなるタンパク質コードするのに対
 し,今回明らかにしたcDNAクローンは,さらにN端に28アミノ酸が付加したアミノ酸502残
 基,推定分子量55705よりなるタンパク質をコードするものであった。
 (3)遺伝子組織化学法により,中枢神経系の発達過程におけるCaMキナーゼIVの遺伝子発現を
 解析した結果,今回明らかにしたサブタイプは成熟期の小脳顆粒細胞において限局した遺伝発現
 を示した。一方,既報のサブタイプは広く神経細胞に発現した。これらの所見より,両サブタイ
 プが相異なる遺伝子発現の調節を受け,異なる神経機能に関与することが推測された。
 (4)CaMキナーゼIVの両サブタイプに共通なC端領域を大腸菌に発現し,CaMキナーゼIVに対
 する特異抗体を作製して免疫組織化学的に検討した。その結果,CaMキナーゼIVが感覚神経節,
 自律神経節や網膜などの脳以外の神経細胞にも認められ,細胞質に比べ核により豊富に局在する
 ことが判明した。これらの所見は,CaMキナーゼHの核での免疫反応が微弱であるという既報
 の免疫組織化学的所見と全く対照的であり,本酵素が遺伝子の転写調節などの核内の情報伝達機
 構に深く関与する可能性を示唆した。
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 審査結果の要旨
 蛋白質修飾の一種である燐酸化反応は,形質膜でおこる外的第一次メッセンジャーの変換の結
 果として産生出現する第二次メッセンジャーによって調節される。そして,第二次メッセンジャー
 それぞれに依存性をもつ多数のプロテインキナーゼが脳に含まれており,この反応を触媒している。
 本研究では,脳に特に含量が大きく重要性が高いと考えられるCa2+/カルモジュリン依存性プ
 ロテインキナーゼ(CaMK)を研究対象とし,主として遺伝子組織化学的手法を用いてそれらの
 脳内発現局在の解明をおこなった。
 CaMKIIには4種のサブユニットの存在が生化学的に知られているが,サブユニット構成と組
 織部位別発現に関する知見は僅かである。本研究により,成熟期の脳においてだけでなく発達期
 の脳でも,4種のサブユニットのmRNAの発現強度に脳各部位で著しい相異変化がおきている
 ことが判明した。この所見から,CaMKHの各サブユニットが別々に発現調節を受け,しかもこ
 の酵素が部位別にサブユニット構成を変えて多様な神経細胞内反応に対処していることが強く示
 唆された。
 次にCaMKIVのcDNAクローニングを行い,既知のαサブタイプとは別に,βサブタイプの
 全一次構造を初めて明らかにした。そしてαとβ両サブタイプの脳内遺伝子発現を解析した結果,
 発達期脳では前脳と小脳でαβ共に類似の発現パターンを示すが,成熟期の脳では,αサブタイ
 プが発達期と同様に比較的広い発現を持続するのと対照的に,βサブタイプの発現は小脳皮質に
 限局した。αとβサブタイプの一次構造の違いがそれらのN端28アミノ酸残基だけであること
 を考慮すると,この所見はそれら2種の酵素の時間的空間的発現調節の機構と機能的意義につい
 て今後の一層の解明意欲を惹起させる。さらに,cDNAの大腸菌内発現によるCaMKIVのポリ
 クローン抗体作製と脳と末梢組織での免疫組織化学的局在解析を遂行した。そして,神経細胞に
 おいて核質に豊富に局在することを明らかにし,CaMKIVが核内での情報伝達機構に深く関与す
 ることを明確に示した。
 蛋白質の機能本態を解明するにはその組織細胞内局在を知ることが重要な鍵である。ところが,
 分子多様性を示す蛋白質のサブタイプやサブユニット各々を明確に検出しうる特異抗体を得るこ
 とは頻々困難であり,その場合は遺伝子発現解析が強力な研究手法となる。本研究はこの点を適
 格に把握して,組織部位別機能多様性が顕著な脳においてCaMKの詳細な局在を明確に示した。
 その所見は正確精緻であり,導かれた結論は明解適切である。そして得られた知見は神経細胞の
 細胞内情報伝達機構の今後の研究に重要な寄与をなすものである。よって,本研究は学位授与に
 値すると判定された。
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